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RESUMEN 
La utilización de disolventes orgánicos con enzimas y células ha supuesto un 
avance importante para los químicos orgánicos al mejorar considerablemente 
la utilidad de estas desde el punto de vista de su aplicación en síntesis 
orgánica,  ya que la mayoría de los productos interesantes para la industria  de 
la Química Fina y Farmacéutica son insolubles en agua. Esto, ha conllevado 
como paso previo la estabilización del biocatalizador utilizando todo un arsenal 
de recursos para su consecución. Una de las estrategias más interesantes es 
el control de la actividad del agua, que causa un efecto muy importante sobre 
la actividad, selectividad y estabilidad de la enzima. La utilización de líquidos 
iónicos y fluidos supercríticos ha supuesto un avance significativo, al poder 
fabricar disolventes a medida y en el caso de los fluidos supercríticos, poder 
llevar  acabo procesos muy eficientes en condiciones mas sostenibles. 
Palabras clave: Enzimas; Actividad de agua; Disolventes orgánicos; Líquidos 
iónicos; Fluidos supercríticos. 
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ABSTRACT 
Reaction	  medium	  Engineering:	  Non	  conventional	  media 	  	  
The use of organic solvents with enzymes and cells has meant a breakthrough 
for organic chemists due to the considerably improve of their usefulness to 
organic synthesis, as the most interesting products for the pharmaceutical and 
fine chemical industry are insoluble in water.  
In order to achieve this, it has been neccessary to stabilize the biocatalyser by 
using the panoply of available resources.One of the most interesting strategies 
is the control of water activity, as water causes a very important effect on 
activity, selectivity and stability of the enzyme. The use of ionic liquids and 
supercritical fluids has meant a breakthrough. In the first case enabling to 
manufacture "tailoring made" solvents; and in the case of supercritical fluids 
leading to perform very efficient processes in more sustainable conditions. 
Keywords: Enzymes; Water activity; Organic solvents; Ionic liquids; 
Supercritical fluids. 
 
1. INTRODUCCIÓN  
 El artículo publicado en Science, hace más de 25 años por Zaks y 
Klibanov, ha sido considerado como el punto de partida de una rama de la 
Biotecnología conocida como Biocatálisis en medios no acuosos (1), aunque 
pueden encontrarse referencias previas en la bibliografía que demuestran que 
en 1933 un bioquímico polaco (Ernest Aleksander Sym) describió de forma muy 
detallada procesos de síntesis orgánica catalizada por lipasas en medios 
orgánicos (2-4). La escasa difusión de los trabajos de Sym puede achacarse a 
los prejuicios existentes en la época respecto de que las enzimas sólo 
funcionaban en medios acuosos y no se tenía un profundo conocimiento de las 
lipasas. 
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 El término "ingeniería del medio" originalmente deriva de Klibanov y 
colaboradores (5) y se refiere a la posibilidad de influir en las propiedades de la 
enzima, alterando la naturaleza del disolvente en la que la reacción se ha 
llevado a cabo. La utilidad tecnológica de las enzimas se puede mejorar 
considerablemente mediante el uso de disolventes orgánicos en lugar de sus 
medios naturales de reacción acuosa. Los estudios iniciales estuvieron 
dirigidos al comportamiento de las proteasas en medios orgánicos, primero 
usados como cosolventes y posteriormente como disolventes puros 
prácticamente sin apenas contenido en agua.  
Este cambio en el disolvente no es solo factible, sino que además en 
estos entornos aparentemente hostiles las enzimas pueden catalizar 
reacciones imposibles en el agua, se vuelven más estables, y exhiben un 
nuevo comportamiento denominado "memoria molecular” (6). Este efecto se 
debe a su alta rigidez conformacional en entornos anhidros. 
Mientras que el comportamiento en agua de una enzima es 
independiente a como se ha preparado la disolución, las propiedades de una 
enzima en medios orgánicos si es dependiente de su historia. Una forma 
interesante de ilustrar este efecto puede hacerse mediante el siguiente 
experimento: La α-quimotripsina liofilizada disuelta en agua y después de 
diluirse 100 veces en alcohol t-amílico, tiene una actividad específica casi de un 
orden de magnitud mayor que la de la misma enzima liofilizada directamente y 
que contiene en suspensión en el mismo disolvente un 1% de agua. Como se 
añade exceso de agua a esta suspensión, presumiblemente se borra la 
memoria haciendo a la enzima flexible, y la diferencia en las actividades 
enzimáticas disminuye (7).  
Además, cuando la subtilisina se liofiliza en una disolución acuosa que 
contiene diferentes inhibidores competitivos (seguido de su eliminación por 
extracción anhidra), no sólo es hasta 100 veces más activa en disolventes 
anhidros que la enzima liofilizada en ausencia de ligandos (debido al efecto de 
lioprotección), sino que también tiene distinta especificidad de sustrato y 
estabilidad (8, 9). Esta memoria de ligando inducida desaparece cuando la 
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enzima se redisuelve en agua (8.) Además, la enantioselectividad de la α-
quimotripsina y la selectividad del sustrato de la lipasa, en un determinado 
disolvente orgánico se afectan fuertemente por la adición de un ligando a una 
disolución acuosa de la enzima durante la deshidratación. Estos hechos, 
pueden explicarse fácilmente suponiendo que los ligandos causan cambios 
conformacionales en los sitios activos de las enzimas y que incluso después de 
eliminar el ligando esa conformación es retenida por la enzima en el medio 
anhidro, debido a su rigidez en ausencia de agua (6). Dado que las estructuras 
de las enzimas con la memoria del ligando son distintas de la de los 
predecesores no memorizados, también lo son sus propiedades catalíticas. 
Además de esta impresión molecular, en algunos casos llevar a cabo 
transformaciones enzimáticas en disolventes orgánicos es beneficioso porque 
ofrece ventajas específicas frente al agua. Por ejemplo, la mandelonitrilo liasa 
cataliza la reacción de adición enantioselectiva de cianuro de hidrógeno a 
varios aldehídos para dar R-cianohidrinas ópticamente activas. En disolución 
acuosa, la reacción de adición transcurre con bajo rendimiento, dando lugar a 
una cianhidrina racémica. Esta reacción espontánea se suprime en disolventes 
orgánicos tales como acetato de etilo y éter di-isopropílico. En consecuencia, 
cuando se utilizan estos medios de reacción para la formación biocatalítica de 
la cianhidrina, no sólo se incrementa la solubilidad de los aldehídos 
considerablemente (conduciendo a una mayor productividad), sino que 
también, debido a la ausencia de una reacción química no estereoselectiva, se 
mejora considerablemente la pureza enantiomérica del producto deseado. 
2. VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LA UTILIZACIÓN DE 
ENZIMAS EN MEDIOS ORGÁNICOS 
El uso de disolventes orgánicos es ventajoso especialmente, en la 
transformación de sustratos que son inestables o poco solubles en agua (10). 
Así se obtiene una mejor recuperación de productos como consecuencia de la 
omisión de etapas de extracción durante la purificación. Los agentes causantes 
de la formación de emulsiones se pueden suprimir y la recuperación de 
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producto(s) se facilita por el uso de disolventes orgánicos de bajo punto de 
ebullición. 
Por otra parte, también se produce un incremento en la solubilidad de  
los sustratos orgánicos (no polares), aumentando la velocidad de reacción. 
Un medio orgánico es un medio hostil para la vida de las células, por 
tanto la contaminación microbiana es despreciable (decisivo a escala industrial, 
donde mantener la esterilidad podría ser un  serio problema). 
En ausencia de agua, la síntesis de enlaces tipo éster y amida por 
hidrolasas (principalmente lipasas y proteasas) puede tener prioridad sobre las 
reacciones de hidrólisis y algunas reacciones secundarias que son 
dependientes de agua se pueden evitar. En este sentido, algunas de las  
reacciones responsables de la desnaturalización de enzimas son mediadas por  
agua como: la hidrólisis de enlaces peptídicos (especialmente en asparragina), 
la hidrólisis de enlaces  amida en cadenas laterales (asparragina y glutamina) o 
la eliminación y oxidación (principalmente de residuos cisteína) Por tanto, las 
enzimas deberían ser mas estables en un entorno con bajo contenido en agua 
(11). 
Como consecuencia, algunas reacciones secundarias (hidrólisis de 
grupos lábiles p.e., epóxidos o anhídridos, polimerización de quinonas, o 
racemización de cianohidrinas) son dependientes del agua y por tanto pueden 
suprimirse en medios orgánicos. 
La desactivación y/o la inhibición causada por los sustratos y/o los 
productos lipofílicos se reduce al mínimo, puesto que su baja solubilidad en los 
disolventes orgánicos conduce a una concentración local reducida en la 
superficie de la enzima. Como la enzima en la mayoría de los casos no se 
disuelve en medios hidrofóbicos, ya que permanece sólo en suspensión, esto 
implicaría que se pueden separar con relativa facilidad después de que la 
reacción ha terminado, por simple filtración. 
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No obstante, si se quiere inmovilizar, puede ser suficiente la adsorción 
sobre la superficie de un soporte barato, como Celita (tierra de diatomeas), 
sílice o bolas de vidrio (ya que no se produce desorción). 
Al variar el disolvente orgánico también es posible controlar la 
especificidad del sustrato y la regio y enantioselectividad de una enzima 
determinada. 
Por último, pero no menos importante, decir que los equilibrios de las 
reacciones de hidrólisis se pueden cambiar hacia la condensación en medios 
casi anhidros. Este aspecto es de crucial importancia, ya que los sustratos que 
resultan interesantes para trabajar con ellos, son generalmente insolubles en 
agua.  
Las enzimas, son a veces más estables en disolventes orgánicos 
anhidros que en agua. La lisozima en agua a 100°C se desactiva mas del 50% 
después de 30 s (pH 8) o después de 100 min (pH 4); sin embargo era activa 
después de 140 h en ciclohexano o incluso después de 200 h si estaba en 
forma de polvo liofilizado (12). 
Los disolventes orgánicos se pueden reciclar con mayor facilidad que el 
agua debido a su alta entalpía de vaporización. Sin embargo, a pesar de que 
las enzimas en medios orgánicos presentan numerosas ventajas, la actividad 
catalítica es inferior, comparada con disoluciones acuosas (13) y por tanto su 
eficiencia catalítica es, en muchos casos, inferior en varios órdenes de 
magnitud respecto a los sistemas acuosos. Este comportamiento, puede 
deberse a diferentes causas, como altas concentraciones de sustrato, 
limitaciones difusionales, baja estabilización del estado de transición de la 
enzima-intermedio sustrato, flexibilidad de la proteína restringida y agregación y 
distorsión de las moléculas de la enzima causadas por la deshidratación, que 
se convierten en irreversibles en disolventes anhidros (15).  
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3. DIFERENTES ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA TRABAJAR 
CON ENZIMAS EN MEDIOS ORGÁNICOS 
Está claro que el agua es imprescindible para estabilizar la conformación 
activa de la enzima y actúa como "lubricante" de los cambios conformacionales 
que se dan durante la catálisis. Pero la pregunta que se plantea, es cuanta 
agua es necesaria, ya que es difícil imaginar que una enzima pueda "sentir" 
más allá de una o unas muy pocas capas de moléculas en torno suyo, y  de 
aquí surge la siguiente hipótesis: ¿se puede sustituir la masa de la reacción, 
disolución acuosa, por una disolución en otro disolvente? El desarrollo de esta 
pregunta ha dado lugar a cuatro sistemas principales: i) mezclas miscibles 
agua-cosolvente orgánico (15), ii) en sistemas bifásicos agua-disolvente 
orgánico inmiscible (16), iii) en sistemas micelares reversos (17) o iv) en 
medios orgánicos secos (18-22).  
3.1. Agua-co-solvente miscible: sistemas monofásicos 
La enzima, el sustrato y/o el producto, están disueltos en una disolución 
monofásica de agua y un cosolvente. Entre los disolventes que pueden ser 
utilizados podemos citar los alcoholes de cadena corta como MeOH, EtOH, y 
PrOH, así como disolventes polares: DMSO (en muy pequeña cantidad), DMF, 
acetona, dioxano, THF etc. Estos, se usan para la transformación de sustratos 
lipofílicos que sean escasamente solubles en agua y para acelerar la velocidad 
de reacción. 
En general, la mayor parte de los cosolventes pueden ser usados hasta 
aproximadamente un 10% (V/V) sin producir problemas en la enzima. 
En algunos casos, pueden usarse combinaciones enzima/disolvente de 
hasta el 50-70%. Si la proporción alcanza un cierto umbral, el agua esencial 
unida es eliminada, conduciendo a la desnaturalización.  
Solo raramente algunas enzimas (inusualmente estables) permanecen 
catalíticamente activas en disolventes orgánicos miscibles en agua con bajo 
contenido en ella, entre las que podemos citar a la Subtilisina y algunas lipasas 
p.e., CAL (lipasa de Candida antarctica). 
162	   J.	  M.	  Sánchez	  Montero	  
 
Se han obtenido muy buenos resultados con este sistema y hasta se 
consigue con buenos rendimientos la síntesis peptídica con α-quimotripsina en 
EtOH 50%, pues en ciertas condiciones de pH y temperatura, hay una 
importante diferencia cinética en los dos sentidos del equilibrio, ya que es 
mucho más rápida la amidación de un éster que su hidrólisis. 
En el caso de la enzima termo estable secADH (23-24), obtenida de una 
bacteria anaerobia termofilica, se demostró que a bajas concentraciones de 
agua, los disolventes orgánicos miscibles tienen un efecto significativo sobre la 
enantioselectividad de la enzima en la oxidación del 2- butanol quiral. Así, la 
adición de (10 a 40% v/v) de acetonitrilo, condujo a un incremento de 2,5  
veces en la selectividad para el R - enantiómero. Un efecto similar se encontró 
en la reacción reversa, la  reducción de 2-butanona. 
Mediante la combinación de criosolventes y bajas temperaturas, se ha 
conseguido mantener la actividad de numerosas enzimas a temperaturas 
alrededor de -100ºC (“crioenzimología”). En estas condiciones, las 
transformaciones enzimáticas tienen lugar tan lentamente que, recurriendo a 
estas técnicas, se pueden estudiar los pasos intermedios de una  
transformación, pudiendo aislarse los complejos enzima-metabolito 
correspondientes a los metabolitos intermedios. 
3.2. Agua-co-solvente inmiscible: sistemas bifásicos 
En estos sistemas, la enzima se encuentra en la fase acuosa, mientras 
que los reactivos se disuelven bien en la fase acuosa o la fase orgánica. 
Independiente de la partición de los reactivos en las dos fases, la catálisis se 
lleva a cabo  principalmente en la fase acuosa y en poca extensión en la 
interfase entre los dos disolventes. En todos los casos, la reacción es 
promovida por la extracción de productos en la fase orgánica, por lo que se 
elimina el producto de la superficie de la enzima. Esto hace que la reacción 
enzimática solo se produzca en la fase acuosa. En estas condiciones de 
trabajo, es necesaria una transferencia de masa suficiente de los reactantes a 
los productos del catalizador y entre las dos fases, por lo que es crucial agitar o 
remover. En este sentido, la agitación intensiva que normalmente es utilizada 
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para mejorar la velocidad de transferencia de masa a través de la interfase, 
lleva a la enzima a la desnaturalización debido a la tensión interfacial (25). Una 
de las mayores limitaciones del sistema sería la aplicación a productos 
hidrofóbicos con baja solubilidad en agua. También, son necesarios elevados 
tiempos de reacción, debido a los equilibrios de partición.  En principio, la 
partición no tiene porqué limitar a la kcat. 
En estos sistemas, además de otras variables, como disolvente 
orgánico, temperatura, pH etc., el contenido en agua es especialmente 
importante. La utilización de estos sistemas, se ha aplicado con éxito a 
proteasas (26), así como a otras enzimas como amino oxidasas (27), beta 
glicosidasa inmovilizada (28), cloroperoxidasa (29), penicilacilasa (30) y otras. 
3.3. Micelas reversas 
Un refinamiento del sistema bifásico son las micelas reversas donde, la 
enzima se encuentra en disolución, en minúsculas gotas emulsionadas 
mediante un detergente en una masa de disolvente orgánico. Estos sistemas 
coloidales, se forman de manera espontánea una vez se ha añadido una 
pequeña cantidad de agua a un gran volumen de agua en disolventes 
orgánicos inmiscibles que contienen un agente tensoactivo. Podríamos resumir, 
diciendo que el contenido de agua y especialmente la relación entre el agua y 
el contenido de surfactante, conocido como (W0), [H2O]/[surfactante], es el 
parámetro que más afecta a las micelas, además de otras características 
físicas. 
Aunque las propiedades del agua micelar difieren notablemente de las 
del agua libre, las proteasas atrapadas en micelas reversas presentan 
habitualmente una muy alta o también llamada "super actividad" (26). 
Desde un punto de vista sintético, las micelas reversas puede 
considerarse que son microrreactores separados del disolvente orgánico por 
una capa de surfactante, como se ilustra en la Figura 1. 
Como ejemplo, podemos citar las reacciones con el sistema bis (2-
etilhexil) sulfosuccinato de sodio (AOT)/isooctano que dio un rendimiento del 
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80% en la síntesis de Ac-Gly- Asp (OMe)-OMe catalizada por tripsina. Sin 
embargo, el uso de otros sistemas de micelas reversas como el bromuro de 
hexadeciltrimetilamonio (HTAB)/heptanol/hexanol y Triton X-100/acetato de 
etilo, disminuyó significativamente la eficiencia en la síntesis de productos o 
incluso impidió su formación (31). Además, se ha demostrado que los alcoholes 
de cadena larga, como el hexanol, octanol o decanol, usados como 
cosurfactantes pueden estabilizar las enzimas encapsuladas. Por otra parte, la 
presencia de estos alcoholes alifáticos aumenta la solubilidad de los reactivos 
orgánicos polares en el disolvente (32). 
En resumen, se puede concluir que el uso de los sistemas micelares  
reversos previene la inactivación enzimática en disolventes orgánicos y permite 
la síntesis de compuestos hidrofóbicos e hidrofílicos. Los principales 
inconvenientes para un mayor uso práctico son la falta de métodos racionales 
para optimizar estos sistemas multi- componentes. Además, la presencia de los 
tensioactivos en el sistema de reacción hace que la separación y purificación 
de productos a menudo sea difícil. Estos problemas, siguen limitando una mas 
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3.4. Medios orgánicos secos 
El cuarto sistema, sí que introduce un cambio total, pues las enzimas ya 
no se encuentran disueltas, sino que son sólidas en suspensión, en disolventes 
casi anhidros y surge como una extrapolación de los sistemas bifásicos cuando 
se va reduciendo el volumen de la fase acuosa hasta reducirla a la simple 
impregnación de un soporte sólido poroso. Este sistema, es potencialmente el 
de mayor aplicación en síntesis y con él se han conseguido los mayores éxitos, 
especialmente en el campo de la Química Fina, pequeñas cantidades de 
productos de alto valor añadido que serían muy difíciles de obtener con 
métodos clásicos de síntesis: resolución de enantiómeros y reacciones 
enantioespecíficas, reacciones regioselectivas de aminoácidos y azúcares, 
reacciones con o hacia productos inestables, etc., y al que dedicaremos mayor 
atención en este capítulo. 
La forma más directa de cuantificar la cantidad de agua en una mezcla 
de reacción, es utilizar la concentración de agua (en mol L-1 o % en peso o 
volumen). Sin embargo, las propiedades de la enzima (actividad catalítica, etc.) 
están mucho más influenciadas por la cantidad de agua unida a la enzima que 
por la concentración total de agua. Desafortunadamente, es difícil medir la 
cantidad de agua unida a la enzima directamente. Por otra parte, se ha 
comprobado que la cantidad de agua ligada a la enzima está en gran parte 
influenciada por la actividad termodinámica del agua (humedad relativa), la cual 
puede ser medida por sensores y controlada en mezclas de reacción mediante 
los métodos descritos a continuación. La actividad de agua, ha sido 
ampliamente aceptada como la mejor manera de cuantificar el agua en los 
sistemas de baja cantidad de agua para síntesis enzimática. En el equilibrio, la 
actividad de agua es la misma en todas las fases. Esto significa que se puede 
medir siempre donde sea más práctico, lo que a menudo significa hacerlo en la 
fase gaseosa (33-34). Existen diferentes metodologías para determinar la 
actividad de agua dependiendo de la escala de la reacción, las cantidades de 
agua que se haya añadido o retirado, y la disponibilidad de equipos. 
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3.5. Control de la actividad de agua utilizando disoluciones salinas 
saturadas 
Un método que no requiere equipo especial y es útil a escala de 
laboratorio, consiste en el equilibrado con disoluciones salinas saturadas a 
través de la fase gaseosa (35). Dado que la solubilidad de una sal en agua 
tiene un valor fijo (a una temperatura fija), la disolución saturada tiene una 
actividad de agua fija (y concentración  de agua). De esta manera, recipientes 
pequeños con la preparación de la enzima o disolución del sustrato se pueden 
poner en grandes contenedores con disoluciones salinas saturadas. Después 
del período de pre-equilibrio, tanto el preparado enzimático como la disolución 
de sustrato tendrán la actividad de agua, igual a la disolución saturada de sal, 
la cual se puede comprobar realizando la correspondiente medición. Las 
disoluciones de sal se utilizan como "buffers" de la actividad de agua. 
Mediante el uso de diferentes sales, se pueden obtener un amplio rango 
de actividades de agua (Tabla I). Si la reacción es lenta, el equilibrado a través 
de la fase gaseosa, como se describió anteriormente, puede ser utilizado para 
mantener la actividad agua, pero si deben ser eliminadas o añadidas a la 
reacción grandes cantidades de agua, a una actividad de agua fijada es 
necesario un sistema más eficiente del control de la misma. Una forma de 
lograr esto, es bombear la disolución saturada de sal a través de tubos de 
silicona inmersos en el reactor (36). La superficie del tubo de silicona se puede 
elegir para que coincida con la capacidad de transporte requerido de agua.  
Otra forma de determinar la actividad de agua, es mediante el uso de 
sensores. Idealmente debería poderse medir la actividad de agua en el medio 
de reacción líquido, no obstante, los sensores disponibles se han diseñado 
para realizar mediciones en la fase gaseosa húmeda. Los sistemas controlados 
automáticamente se han utilizado con éxito para el seguimiento y control de las 
reacciones enzimáticas en medio orgánico (37). 
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Tabla I. Actividad de agua de disoluciones saturadas de agua a 25 ºC.  
Sal Actividad de agua 












Un método alternativo, consiste en el uso de sales hidratadas, con 
diferente número de moléculas de agua, que son interconvertidos a aw fijas. Por 
ejemplo, el Na2CO3.10H2O, se convierte en Na2CO3.7H2O a una actividad de 
agua de 0,74 a 24°C, es decir, las sales hidratadas actúan como “buffers” de la 
actividad de agua. Mientras la sal hidratada esté presente, la actividad de agua 
se mantiene en 0,74. Si la actividad de agua deseada es otra, debe elegirse 
otro par de sales hidratadas. Las sales hidratadas se pueden añadir 
directamente a la mezcla de reacción orgánica teniendo cuidado de que estas 
sales hidratadas no interfieran con la enzima o la reacción enzimática (38). 
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3.6. Distribución del agua 
Durante la Biocatálisis en medios orgánicos, las pequeñas cantidades de 
agua que intervienen en la reacción se asocian a diversos componentes del 
sistema: disueltos en el disolvente, unido a la enzima y unida al soporte en 
caso de estar inmovilizada y otros aditivos que podrían estar presentes. El 
agua, es intercambiada entre los distintos componentes, y en el equilibrio, la 
actividad de agua es la misma en toda la mezcla de reacción y la fase gaseosa 
en equilibrio con ella. 
La cantidad de agua unida a la enzima puede cuantificarse por la 
isoterma de adsorción de agua.  De la Rosa y colaboradores, demostraron que 
a la hora de realizar una isoterma, ha de tenerse en cuenta el disolvente en el 
que se lleva a cabo la reacción (39). Dada la necesidad de controlar la cantidad 
de agua del sistema, la determinación del parámetro aw a partir de la isoterma 
de adsorción de agua ha dado excelentes resultados. Esta se ha de determinar 
con la lipasa en aire y en el disolvente y por último solo con el disolvente. Por 
otra parte, el valor de log P del disolvente va a condicionar enormemente el 
reparto de agua entre la enzima y el disolvente. Como las cantidades de agua 
puestas en juego son pequeñas, y a  pesar de que los mejores disolventes en 
el caso de las lipasas son hidrofóbicos y absorben poca cantidad de agua,  si 
bien en un principio podría parecer que las isotermas son muy similares, unas 
pequeñas diferencias en la isoterma resultan significativas en el valor de aw 
(33). Un ejemplo de lo anteriormente dicho, se muestra en la Figura 2 donde se 
representa la esterificación de (R,S)-ibuprofeno con 1-propanol catalizada por 
lipasa de C. antártica B(CALB) inmovilizada sobre sílice en isooctano como 
disolvente. Puede comprobarse, como el control del agua añadida inicialmente 
ejerce un efecto crítico en el transcurso de la reacción. La máxima conversión 
se obtiene a aw=0,85 que es el valor de equilibrio obtenido a partir de la 















Cuando se trabaja con una concentración fija de agua, hay que 
considerar la capacidad de absorción de agua del soporte en el caso de las 
enzimas inmovilizadas. Este hecho se conoce con el término de acuafilia, el 
cual da una idea de como el soporte puede competir con la enzima por el agua 
del sistema. Un alto valor de acuafilia significa que el soporte absorbe una gran 
cantidad de agua, dejando poco para la enzima, lo que resulta en una baja 
actividad de la enzima en la mayoría de los casos. Sin embargo, cuando 
trabajamos a una actividad de agua fija, se obtienen iguales actividades de 
enzimas sobre diferentes soportes, aunque algunas diferencias se pueden 
encontrar (40). Por otra parte, hay que tener en cuenta cuando se llevan a cabo 
isotermas de adsorción de agua que pueden aparecer fenómenos de histéresis 
que pueden ser debidos a pequeños cambios conformacionales en la enzima. 
 
 

















































Figura 2.- (A)Isotermas deAdsorción de CALB immobilizada sobre sílice. Condiciones de medida: 200 
mg de derivado (en aire); 200 mg de derivado con 1mlde isooctano(en disolvente). (B) Esterificación 
de(R,S) ibuprofeno catalizado por CALB inmovilizado sobre siliceactivada con triclorotriazina. 
Condiciones 66 mM acido + 66 mM 1-propanol. 37 º C; 300 rpm; 200 mg de derivado /ml isooctano (15.6 
mg SP525/g derivado). 
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4. EFECTO DEL AGUA SOBRE LA ACTIVIDAD, SELECTIVIDAD 
Y ESTABILIDAD DE LA ENZIMA 
La actividad catalítica de una enzima en un medio orgánico, puede variar 
en varios órdenes de magnitud, dependiendo del grado de hidratación de una 
enzima, por tanto el control del grado de hidratación o la actividad de agua es 
un parámetro clave a la hora de optimizar la conversión en un disolvente 
orgánico. La forma más habitual de utilizar las enzimas en medios orgánicos es 
en estado liofilizado, aunque este procedimiento implica una pérdida de 
actividad por inactivación de la enzima (41). Mediante espectroscopia TF-IR se 
ha comprobado que la liofilización conlleva una disminución en el contenido de 
α-hélice y un incremento de β-hojas (sheet) comparado con la enzima nativa y 
con la enzima en disolución acuosa. Los cambios conformacionales durante la 
liofilización se pueden prevenir usando lioprotectores, como análogos de 
sustrato o polietilenglicol. Se han utilizado otros aditivos, como sales 
inorgánicas y éteres corona, para mejorar la actividad después de la 
liofilización. El agua actúa como un lubricante de las enzimas en los medios 
orgánicos. La respuesta de las enzimas a un incremento en la actividad del 
agua varía considerablemente de unas a otras. Así, hay lipasas que expresan 
su máxima actividad a valores tan bajos como 0,0001, mientras que otras 
requieren valores más altos. Si comparamos la aw a la que las enzimas 
expresan el 10 % de su máxima actividad, en el caso de las glicosidasas se 
sitúa entre 0,5 -0,8 mientras que en las lipasas sería entre 0 y 0,2. 
Por otra parte, cuando las moléculas de agua interaccionan con una 
enzima, es natural que puedan producirse cambios conformacionales que 
podrían afectar a la selectividad de una enzima aunque es difícil generalizar los 
efectos. En algunos estudios de reacciones de esterificación catalizadas por 
lipasas, no se observaron efectos de la aw sobre la enantioselectividad. En un 
estudio similar, sin embargo, se observó que la enantioselectividad disminuyó  
a medida que aumentaba la aw. La enantioselectividad en reducciones 
catalizadas por alcohol deshidrogenasas de Thermoaerobium brocki aumentó 
con el incremento de la aw en hexano. Otro tipo importante de selectividad se 
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produce entre reacciones de hidrólisis y transferencia de grupos 
(transesterificación, transglicosilacion, etc.) catalizadas por hidrolasas. Así, en 
reacciones catalizadas por glicosidas y proteasas la relación 
transferasa/hidrólisis puede aumentar o disminuir con el aumento de aw (42). 
En este caso, el agua puede actuar como un reactivo y como una sustancia 
que modifica las propiedades de la enzima. Mientras que en el primer caso, el 
efecto irá regido por la concentración o aw, en el segundo es más difícil de 
predecir. Para determinar la competencia entre las dos reacciones lo más fácil 
es medir las velocidades iniciales de las dos reacciones. Aunque el agua es 
considerada el mejor disolvente para trabajar con una enzima, puede 
reaccionar en algunos sitios con la enzima causando su inactivación. Ejemplos 
de lo anteriormente dicho, incluirían hidrólisis de enlaces peptídicos en la 
enzima, reacciones de deamidación de los aminoácidos de cadenas laterales y 
destrucción de enlaces cistina. La eliminación de la mayor parte del agua que 
rodea la enzima favorece la estabilización, comparado con la situación en 
disolución acuosa. En estas condiciones, se ha visto que las enzimas pueden 
trabajar a temperaturas por encima de su temperatura crítica o de estabilidad y 
además se puede aumentar la actividad catalítica disminuyendo la actividad de 
agua y aumentando la temperatura. 
4.1. Efectos del disolvente sobre la actividad de la enzima 
La actividad de la enzima en medios orgánicos depende en gran medida 
de la naturaleza del disolvente. Estos efectos, están referidos 
fundamentalmente a la distinta polaridad o hidrofobicidad de los disolventes 
utilizados. Los valores de Km encontrados para las reacciones enzimáticas en 
disolventes orgánicos suelen ser mayores que los obtenidos para las mismas 
en medios acuosos. Estos efectos, son debidos a la solvatación efectiva del 
sustrato que se lleva a cabo en el disolvente orgánico, reduciendo su energía 
libre, por lo que la energía libre de activación de la reacción enzimática se 
incrementa resultando en una menor velocidad de reacción. La velocidad de 
reacción se puede incrementar aumentado la concentración de sustrato. Una 
forma  de medir la solvatación de un sustrato en un rango de disolventes 
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considerado es determinar la partición de la sustancia entre estos dos 
disolventes y un disolvente estándar que es inmiscible con los otros dos.  
Se han realizado muchos intentos para correlacionar la actividad de la 
enzima, estabilidad y selectividad con diferentes descriptores como el log P, 
constante dieléctrica, momento bipolar, parámetro de solubilidad de Hildebrand 
y algunos otros. Los resultados más fiables se han obtenido usando log P, 
logaritmo del coeficiente de partición de un disolvente dado entre 1-octanol y 
agua. El método, no es aplicable a disolventes orgánicos miscibles con el agua. 
Un camino alternativo para cuantificar la solvatación, consiste en realizar 
cálculos teóricos de las interacciones entre los distintos componentes de la 
mezcla de reacción. El universal UNI Funcional Actividad Coeficiente, conocido 
como modelo UNIFAC, constituye actualmente el método estándar más 
conveniente para evaluar los coeficientes de actividad en mezclas líquidas (43). 
Este modelo, tiene en cuenta las interacciones intermoleculares y la forma y 
tamaño de la molécula de cada componente del sistema y es especialmente 
adecuado para evaluar el comportamiento de soluciones formadas por 
compuestos orgánicos. Existe una buena correlación entre las velocidades de 
reacción y los coeficientes de partición, calculados a partir de los coeficientes 
de actividad en los diferentes disolventes. Es crucial, que los efectos de los 
disolventes sean estudiados a una actividad de agua fija. Los efectos indirectos  
causados por la competencia del agua entre la enzima y el disolvente pueden 
causar fuertes efectos y enmascarar los verdaderos efectos del disolvente. En 
general, podemos decir que son los disolventes hidrofóbicos los que mejor 
funcionan. 
4.2. Efectos sobre el equilibrio 
 La constante de equilibrio de una reacción viene dada por la expresión: 
 
 
El valor de K, no depende de la composición de equilibrio en principio y 
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actividades de sustratos y productos son a menudo de difícil acceso, las 
constantes de equilibrio basadas en la concentración, se utilizan con bastante 
frecuencia en lugar de aquellas. Las concentraciones se pueden, por ejemplo, 
expresar como la relación molar (x A, etc.). Para cada sustrato o producto, la 
relación molar y la actividad se pueden transformar usando  los coeficientes de 
actividad (γ A, etc.), donde aA = γA xA. 




Donde Kx es la constante de equilibrio basada en la relación molar y Kγ 
es la combinación de los coeficientes de actividad mostrados en la fórmula. Los 
efectos del medio sobre las constantes de equilibrio basados en la 
concentración son descritos por los coeficientes de actividad. Para las 
reacciones del tipo ácido + alcohol ⇔ éster + agua, se ha sugerido una 






La razón fundamental, es que la actividad del agua puede ser fácilmente 
medida y/o controlada en las mezclas de reacción y se fija para obtener buenas 
condiciones en la reacción enzimática. Para los otros reactantes es más 
práctico usar las concentraciones. 
Tal y como puede verse a partir del equilibrio, el rendimiento se 
incrementa cuando disminuye la actividad de agua y esta es la tendencia 
general en reacciones de esterificación, aunque es necesario particularizar en 
cada caso ya que la necesidad de agua del catalizador en función de su estado 




K =K Kx =γ
γC γD
γA γB
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4.3. Efecto de los disolventes sobre enzimas no hidrolíticas 
La mayoría de los trabajos recogidos en la bibliografía, hacen referencia 
a enzimas hidrolíticas. En medios acuosos, la posición de equilibrio de las 
reacciones catalizadas por estas enzimas normalmente favorece a los 
productos hidrolizados. La sustitución de la mayor parte del agua por un 
disolvente orgánico, permite dirigir la reacción en la dirección opuesta.  
Para otros tipos de enzimas, especialmente enzimas redox, el reemplazo 
del agua o la adición de cosolventes apenas afectará a la posición de equilibrio 
de la reacción. Sin embargo, puede ser ventajoso el aumento de la solubilidad 
de sustratos y productos. Hasta ahora, sólo se han estudiado en esas 
condiciones un número limitado de enzimas no- hidrolíticas (44). Un interesante 
ejemplo, ha sido el estudiado por Cowan y col. (23). Usando una secADH (24) 
termoestable de una bacteria anaerobia termofílica, demostraron que unas 
bajas concentraciones de agua con disolventes orgánicos miscibles, tienen un 
efecto significativo sobre la enantioselectividad de la enzima. En la oxidación 
de 2 -butanoles quirales, el aumento de concentraciones (10 a 40% v/v) de 
acetonitrilo inducía un aumento de la selectividad para el R–enantiómero de 2,5 
veces. 
Un efecto similar, se encontró en la reacción inversa, la reducción de la 
2-butanona. De Gonzalo y col., reportaron el uso de cosolventes orgánicos 
para oxidar sulfuros orgánicos con monooxigenasas Baeyer - Villiger, BVMOs, 
de diferentes fuentes: fenilacetona monooxigenasa (PAMO) de Thermobifida 
fusca, 4-hidroxiacetofenona monooxigenasa (HAPMO) de Pseudomonas 
fluorescens ACB y etionamida monooxigenasa (EtaA) de Mycobacterium 
tuberculosi (45). A pesar de que se obtuvieron actividades bajas, sin embargo, 
se consiguieron unas significativas mejoras en la enantioselectividad de la 
oxidación de tioanisol por PAMO y EtaA, que podrían ser inducidas por la 
adición de alcoholes de cadena corta como metanol y etanol. También, se 
observó una inversión de la enantio preferencia con EtaA, cuando se usó 
tBuOMe éter. Los autores, sugieren que en estas enzimas los disolventes 
ejercen su influencia sobre la enantioselectividad por unión en, o cerca del 
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centro activo de la enzima y, dependiendo de su estructura, interferirá con la 
unión del sustrato. 
Otro ejemplo interesante, ha sido descrito por Yun y col. (46). Estos, 
sintetizaron un cis - (1 S, 2 R) - 1 - amino - 2 – indanol, un importante auxiliar 
quiral para resolver, por ejemplo, inhibidores de la proteasa del VIH, usando ω– 
transaminasas (ω–TA), de Vibrio fluvialis JS17 expresado en E. coli, por 
transaminación enantioselectiva del sustrato (R)-2-hidroxi indanona. En este 
caso, se produjo un aumento sustancial de la estéreo selección, cuando fueron 
añadidas cantidades relativamente grandes (hasta un 5% en peso) de γ-
ciclodextrina, y la temperatura de reacción se redujo a 4°C. 
A pesar de que los éteres corona y ciclodextrinas no son disolventes 
orgánicos en un sentido estricto, su efecto sobre la enantio selectividad 
presenta algunas similitudes con los cosolventes orgánicos (47). 
Una posible explicación a estos hechos, se puede basar en saber si la 
relación entre la flexibilidad de la enzima y el rendimiento enantio selectivo en 
disolventes orgánicos está bien establecido. Simulaciones de dinámica 
molecular sobre la flexibilidad de la subtilisina y la movilidad de moléculas de 
agua unidas con tetracloruro de carbono, corroboran la idea de que los 
disolventes orgánicos reducen la flexibilidad molecular vía interacciones en los 
sitios específicos de la unión (48). 
Así, podrán desarrollarse herramientas de predicción en base al 
conocimiento generado en este campo. 
5 MODELADO MOLECULAR EN EL ESTUDIO DEL EFECTO DE 
LOS DISOLVENTES 
El Modelado Molecular, debe intentar interpretar y predecir resultados 
experimentales, y puesto que los procesos biocatalíticos se llevan a cabo en 
presencia de disolventes, esta herramienta de predicción podría ser muy 
interesante a la hora de estudiar el efecto de la solvatación.  
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Inicialmente, la mayoría de los cálculos de modelado incluyen las 
moléculas de agua que se encuentran en la estructura de cristal, pero no las 
moléculas de agua adicionales del disolvente, cuyo efecto generalmente se 
simula utilizando un parámetro dieléctrico dependiente, para intentar imitar la 
solvatación (49). Ke y cols. (50) utilizaron un método mejorado para simular el 
agua disolvente, un modelo electrostático continuo, pero los resultados fueron 
similares a los obtenidos del modelo más simple. Este tratamiento incompleto 
de solvatación es claramente una aproximación. Está documentado en la 
bibliografía que el disolvente puede cambiar la selectividad de la enzima, 
aunque existe aún desacuerdo sobre por qué ocurre esto (51). 
Una de las posibles explicaciones propuestas atribuye la capacidad de 
estereodiscriminación a la diferente solvatación de los complejos 
diastereoisoméricos enzima-sustrato. En este sentido, Ke y Klibanov (51) 
estudiaron la enantio selectividad de la α-quimotripsina en la acilación de un 
diol proquiral, encontrando que el estado de transición que conducía hacia la 
acilación en el hidroxilo pro-R, colocaba un resto de 3,5-dimetoxifenilo en un 
bolsillo de la enzima, mientras que el estado de transición conducente a la 
acilación en el hidroxilo pro-S dejaba este resto arilo expuesto hacia disolvente. 
La propuesta de estos autores correlacionaba la enantio selectividad observada 
con los coeficientes de actividad termodinámica de la zona aromática expuesta, 
no como una predicción cuantitativa, sino como una correlación directa en el 
sentido de mejor solvatación de partes expuestas, mayor enantio selectividad. 
Sin embargo, este método no pudo ser extrapolado a otros sustratos. 
Para complicar aún más la situación, también debe considerarse que 
ciertos aminoácidos que no están en contacto directo con el sustrato pueden 
influir de manera decisiva en la selectividad, tal y como sucede con el residuo 
225 en la trombina, que nunca contacta con el sustrato, pero ejerce su 
influencia  en la forma de canal de agua que se localiza en la proximidad del 
centro activo (52). 
La capacidad de ciertas enzimas para trabajar de manera eficiente en 
medios no acuosos es ampliamente conocida. Entre estos medios, no 
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convencionales podemos considerar disolventes orgánicos (6, 53), líquidos 
iónicos (54) o fluidos supercríticos (55). En este sentido, las lipasas son 
enzimas especialmente interesantes (56), dado su excepcional actividad en 
disolventes orgánicos, por lo que el estudio mediante Modelado Molecular de 
su comportamiento en dichos medios constituye un campo de trabajo muy 
habitual. Una aplicación interesante, la constituyen las enzimas 
termoresistentes. En este caso, cuando se utilizan para trabajar en líquidos 
iónicos, debido a la naturaleza de estos disolventes pueden resistir 
temperaturas de hasta 120ºC, muy por encima de su temperatura de 
estabilidad. Nuestro grupo, ha demostrado recientemente al estudiar mediante 
dinámica molecular el comportamiento de estas enzimas, concretamente con 
lipasa de Geobacillus thermocatenolatus en el líquido iónico tetrafluoroborato 
de 1-etil-3-metil imidazolio, que la energía necesaria para romper un puente de 
hidrogeno es el doble en el caso del líquido iónico respecto del agua. La 
estabilidad en el disolvente iónico a alta temperatura, se justifica parcialmente 
por la alta energía necesaria para la ruptura de los puentes de hidrógeno 
disolvente-proteína. Aunque los efectos hidrofóbicos podrían contribuir muy 
significativamente a la estabilidad. Para realizar este experimento, ha sido 
necesaria la construcción de una caja de moléculas de líquido iónico, para 
realizar la dinámica molecular, así como una caja de moléculas de agua tal 












Figura 3.- Caja de moléculas de disolvente en la lipasa de Bacillus thermocatenulatus (A) liquido 
iónico (B) agua. 
6. LÍQUIDOS IÓNICOS EN BIOCATÁLISIS 
6.1. Propiedades solventes de los líquidos iónicos 
 
Los líquidos iónicos, han causado gran entusiasmo entre los químicos 
académicos e industriales en la última década. Se han utilizado como 
disolventes para producir transformaciones inorgánicas, orgánicas, 
organometálicas, y catalizadas por metales de transición. Como su nombre 
indica, estos disolventes, son sales líquidas (es decir, contienen sólo iones) y 
se refieren generalmente a sales de relativamente bajo punto de fusión 
(<100ºC) (57). Dentro de los más utilizados, son de especial interés los líquidos 
iónicos a temperatura ambiente, ya que son sales líquidas en una intervalo 
amplio de temperaturas y contienen típicamente por lo menos un ión orgánico, 
generalmente el catión. Este último, está estéricamente impedido, con baja 
simetría, débil interacción intermolecular y baja densidad de carga (57). Dentro 
de los más usados, destacan los cationes del 1-alquil-3-metilimidazolio, como 
son: 1-butil-3-metilimidazolio ([bmim]+) o 1-etil-3-metilimidazolio ([emim]+), y de 
1-alquil-1-metilpirrolidinio como: 1-butil-1-metilpirrolidinio ([bmpy]+). Los 
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aniones son típicamente inorgánicos en naturaleza con similares características 
que los cationes. Por ejemplo: [BF4]-, [PF6]-, [SbF6]-, [CF3SO3]- o [(CF3SO2)2N]-.  
Recientemente, se han realizado excelentes revisiones sobre sus 
propiedades físicas y químicas, aplicaciones en catálisis, reacciones orgánicas 
y en química de metales de transición. Dentro de las propiedades (57-58) más 
importantes, se pueden destacar las siguientes: estos líquidos poseen 
excelente capacidad solvatante para una gran variedad de materiales 
orgánicos, inorgánicos, y poliméricos; no tienen presión de vapor medible; y se 
puede contener, reciclar y prevenir su escape al ambiente muy fácilmente. En 
este sentido, son frecuentemente considerados como disolventes no 
contaminantes. Pueden provocar aumentos significativos en la velocidad de 
reacción, producción y selectividad en reacciones químicas. Por ejemplo, han 
mostrado tener un efecto dramático en las velocidades y selectividades en 
reacciones de Diels-Alder (57), sustitución nucleofílica (SN2), y Biocatálisis. Son 
generalmente líquidos incoloros con relativamente bajas viscosidades, con 
propiedades ácidas, básicas y superácidas inusuales (57-58). No son 
inflamables y tienen alta estabilidad térmica. Son frecuentemente disolventes 
polares no coordinantes, lo que les permite actuar como buenos disolventes 
para compuestos polares e iónicos sin el peligro de actuar como nucleófilos 
hacia centros metálicos activos en síntesis y catálisis. La variación del anión o 
el catión permite la preparación de literalmente miles de líquidos iónicos con la 
posibilidad de cambiar las propiedades de una sal para una aplicación 
específica. Por ejemplo, es posible cambiar la capacidad dadora de puente 
hidrógeno del disolvente sin variar la aceptora de puente de hidrógeno, y 
viceversa. En cuanto a la polaridad, si bien casi no hay gran influencia con la 
variación del catión o anión, todos tienen polaridad semejante a alcoholes de 
cadena corta (metanol, etanol).  Por esto ellos son llamados disolventes de 
diseño (57-58).  
6.2. Enzimas en líquidos iónicos 
La desactivación de enzimas por disolventes orgánicos, incluyendo 
líquidos iónicos, se atribuye a la pérdida del agua esencial generalmente. 
Muchas enzimas requieren una capa de hidratación completa para ser activas, 
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aunque hay muchas excepciones como la lipasa de Candida Antarctica B que 
mantiene su actividad después de ser secada con pentóxido de fósforo y la 
proteasa de subtilisina, que sólo requiere unas pocas moléculas de agua 
fuertemente unidas por molécula de enzima para ser activa (59). 
Los disolventes que son bien tolerados por estas hidrolasas, como por 
ejemplo, hidrocarburos alifáticos y aromáticos, éteres y alcoholes (excepto 
metanol)  interactúan débilmente, y se podría suponer que éstos actúan  como 
haciendo un vacío a la enzima. Sólo los alcoholes, que son donadores y 
aceptores de H+, se sabe que inhiben lipasas. Los solventes que interactúan 
fuertemente con las proteínas, tales como DMSO y DMF, incluso hasta el punto 
de disolverlas, también tienden a causar la pérdida irreversible de actividad. 
El bajo turnover observado en medios orgánicos se ha atribuido, entre 
otras cosas, a la desestabilización  que se produce en el estado de transición 
como resultado de la baja constante dieléctrica de los medios orgánicos 
habituales, lo que aumenta la energía del estado de transición altamente 
polarizado en comparación con el agua. Por lo tanto, los líquidos iónicos 
pueden, sobre la base de su naturaleza altamente polar, producir una menor 
desestabilización en el estado de transición. 
Pueden preverse varios escenarios para la Biocatálisis en líquidos 
iónicos. La enzima puede estar disuelta en una mezcla acuosa-líquido iónico, 
que puede ser mono o bifásica, o podría estar suspendida o disuelta en un 
líquido iónico, con poca o ninguna agua presente. Por otra parte, las células en 
su conjunto podrían estar suspendidas en un líquido iónico, en presencia o 
ausencia de una fase acuosa. Medios acuosos-medios orgánicos mezclados se 
usan frecuente en las biotransformaciones para aumentar la solubilidad de 
reactivos y productos hidrofóbicos. Del mismo modo, mezclas acuosas con 
líquidos iónicos, se han utilizado para una variedad de biotransformaciones, 
pero en la mayoría de los casos no hay ninguna ventaja clara sobre la mezcla 
agua y disolventes orgánicos miscibles, tales como el tbutanol. 
La incompatibilidad de las enzimas y ciertos líquidos iónicos anhidros 
puede ser racionalizada sobre la base de los puentes de hidrógeno. En 
Ingeniería	  del	  medio	  de	  reacción…	   181	  
 
particular, aniones que pueden formar fuertes puentes de hidrógeno, pueden 
disociar los enlaces de hidrógeno que mantienen la integridad estructural de la 
α - hélices y β - hojas, haciendo que la proteína se desenrolle completamente o 
parcialmente. El ión lactato, por ejemplo, puede formar enlaces de hidrógeno 
estables con el esqueleto polipéptidico. Ya se ha observado, que la 
desactivación de CaLB por [BMIm] [NO3-], por ejemplo, es parcialmente 
reversible. Este hecho, está de acuerdo con el modelo cinético generalmente 
adoptado de desactivación de la enzima, lo que implica un primer paso 
reversible y un segundo irreversible. La desactivación de CaLB por [BMIm] 
[dca], por el contrario, fue irreversible, y un experimento realizado con un 
pequeño ángulo de dispersión de neutrones indicó la formación de agregados 
(60), como se observa a menudo en el desenrollado de enzimas. 
Presumiblemente, los enlaces de hidrógeno también mantienen la 
conformación de la enzima desactivada de forma reversible. La reconstitución 
requiere que estos enlaces de hidrógeno se hayan disociado y rehecho en las 
formas nativas. Los desnaturalizantes diluidos a menudo facilitan la 
reconstitución, que incluye desnaturalización por líquidos iónicos, como se 
mencionó anteriormente, probablemente facilitando la reconstrucción a través 
de la formación de enlaces de hidrógeno transitorios. 
Algunos ejemplos de enzimas en líquidos iónicos casi anhidros 
Las lipasas que son conocidas por su tolerancia a los disolventes 
orgánicos, son interesantes candidatas para biocatálisis en líquidos iónicos. De 
hecho, las lipasas microbianas estables, tales como Cal B  (61) y la lipasa de 
Pseudomonas cepacea (PCL) (62) fueron catalíticamente activas en líquidos 
iónicos del tipo 1-alquil-3-metilimidazolio y 1- alquilpiridinio en combinación con 
aniones tales como [BF4], [PF6], [Tfo]y [Tf2N]. La lipasa llevó a cabo reacciones 
de transesterificación en estos líquidos iónicos con una eficiencia comparable a 
la del alcohol terc-butílico (63), dioxano (64), o tolueno. La lipasa de Candida 
antarctica A (CAL A), que fue diez veces más activa en [BMPy] [BF4] y [BMIm] 
[Tf2 N] que en diisopropiléter (DIPE) (65) es una excepción. Otras lipasas 
microbianas como por ejemplo, Alcaligenes sp. (ASL) (65, 66), CAL A, lipasa 
Rhizomucor miehei (RML), y la lipasa de Thermomyces lanuginosus (TLL) (65) 
también se han utilizado con éxito en líquidos iónicos anhidros. 
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La lipasa de páncreas porcino, PPL, catalizó reacciones de 
transesterificación en [BMIm] [NTF 2] pero no en [BMIm] [PF6] (65, 66). La 
lipasa de Candida rugosa (CRL), que es generalmente mucho menos tolerante 
con los medios  anhidros que otras lipasas microbianas, ha logrado ser 
utilizada en medio anhidro, así como en líquidos iónicos saturados en agua (67, 
68). La lipasa de Bacillus thermocatenulatus fue utilizada en [BMIm] [PF6] y 
[BMIm] [BF4] a diferentes valores de aw con buenos rendimientos de 
esterificación (69). Las proteasas también se han utilizado con éxito en líquidos 
iónicos. La papaína llevó a cabo la hidrólisis enantioselectiva de una serie de 
ésteres de aminoácidos en una mezcla 80: 20 de [BMIm] [BF4] y agua (70). La 
velocidad de reacción fue de aproximadamente el 50% de lo se obtiene en 
tampón acuoso e igual a las que se obtienen, en mezclas acuosas que 
contienen 70-80% de disolventes tales como acetonitrilo o alcohol terc-butílico. 
Las Epóxido hidrolasas (EHasas) catalizan la apertura hidrólitica del 
anillo de epóxidos con formación de un diol. La justificación para el uso de un 
epóxido hidrolasa en un líquido iónico es mejorar la solubilidad de los reactivos 
hidrófobos. La hidrólisis del óxido trans-β-metilestireno en [BMIm] [BF4], [BMIm] 
[PF6], y [BMIm] [Tf2 N] que contiene 1-10% de agua (dependiendo del 
preparado enzimático) fue sólo ligeramente más lenta que la misma reacción 
en el tampón acuoso (71). La β-galactosidasa de B.circulans fue activa en 
[MMIm] [MESO4] en la reacción de condensación con sólo el 0,6% de agua, 
entre la galactosa y la glucosa para dar lactosa con un 18% de rendimiento 
(72). Cabe señalar que la reacción no se controló frente al tiempo, y la 
conversión de equilibrio podría ser más alta. También se han realizado 
tranglicosilaciones en [MMIm] [MESO 4]/agua (25: 75 v/v) con rendimientos 
mayores en comparación con los obtenidos en tampón acuoso (73). Las 
reacciones redox biocatalizadas se han llevado a cabo utilizando la maquinaria 
biocatalítica de la célula debido a la necesidad de reciclar el cofactor redox. Se 
ha visto que la fase orgánica, que a menudo se utiliza para almacenar los 
reactivos y productos poco solubles, puede ser sustituida por un líquido iónico, 
que parece menos perjudicial para la membrana celular (74). Una serie de 
cetonas se han reducido enantio selectivamente a los correspondientes (S)- 
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alcoholes por una levadura inmovilizada en un medio bifásico [BMIm] [PF6]/ 
agua (91:9) (75). Los resultados fueron comparables a los obtenidos en un 
medio convencional acuoso-orgánico. La reducción de 4-cloroacetofenona 
mediada por L. Kefi se detuvo en 46% de conversión debido a que el  reactivo 
y/o el producto resultaron tóxicos para la membrana celular. La adición de 
TBME (20% v/v) empeoró la situación debido a la toxicidad de este disolvente a 
la membrana, y el rendimiento del producto se redujo al 4%. Con líquidos 
iónicos, en particular [BMIm] [NTF2], como fase orgánica, la conversión 
aumentó y el ee de producto, que siempre fue alto, mejoró a > 99%. 
7. FLUIDOS SUPERCRÍTICOS EN BIOCATÁLISIS COMO 
MEDIOS DE REACCIÓN 
Cuando un fluido se somete a condiciones por encima de su presión y 
temperaturas críticas, se encuentra en su estado supercrítico. En este estado, 
la línea de separación de fases líquido-gas se interrumpe. Esto implica la 
formación de una sola fase (Figura 4), en la que el fluido tiene propiedades 
intermedias entre las de un líquido y las de un gas: así pues, mientras se 
mantiene una gran difusividad (propia de los gases), se consigue una alta 
densidad (cercana a la de los líquidos). 
En general, los fluidos supercríticos presentan unas propiedades como 
disolventes que permiten que puedan sustituir a los disolventes orgánicos y al 
agua, lo que desde el punto de vista medioambiental es muy interesante al 
reducir su consumo. Las ventajas de los FSCs respecto a los disolventes 
convencionales son numerosas, ya que tienen menos resistencia a la 
transferencia de materia; la solubilidad en estos FSCs es mayor que en fase 
gaseosa y similar a los disolventes líquidos; su densidad y poder solvatante 
puede modularse ajustando la presión y temperatura dentro de la zona 
supercrítica; también poseen altas difusividades, características de los gases y 
bajas viscosidades. En los procesos en los que se usan FSCs, se gasta menos 
energía que en aquellos que están basados en disolventes orgánicos. Una 
buena elección del FSC elimina los inconvenientes desde el punto de vista 
184	   J.	  M.	  Sánchez	  Montero	  
 
medioambiental y de seguridad de los disolventes orgánicos como volatilidad, 
residuos, inflamabilidad y toxicidad. 
Otra aplicación interesante de los FSCs, es la relacionada con su 
capacidad  para ser usados como agentes de extracción, ya que los productos 
obtenidos se pueden recuperar fácilmente y el disolvente puede ser reutilizado. 
Esta tecnología se aplica a la obtención del café o te descafeinado, tabaco sin 
nicotina, fármacos, aromas, pinturas, antioxidantes, polímeros etc. Mediante 
una simple descompresión se puede provocar que el FSC pase a estado 
gaseoso, produciéndose una separación de fases y la precipitación de la 
sustancia extraída. 
La tecnología supercrítica requiere equipos con especificaciones 
especiales, lo que acarrea un mayor costo inicial de las instalaciones. También 
se produce un aumento de los costes por los equipos auxiliares de control, 
prevención y protección. 
El CO2 se encuentra en la naturaleza de forma abundante, aunque a 
efectos prácticos todo el CO2 que se destina a uso comercial, se obtiene como 
subproducto del proceso de fabricación del amoniaco tras ser purificado. Lo 
lógico, desde el punto de vista medioambiental y de la Química verde sería 
tomarlo de la atmósfera. Sus parámetros críticos son 31,3ºC y 72,9 bar, que 
son fácilmente alcanzables. Estas características, junto con su facilidad de 
transporte lo convierten en una opción barata y segura para ser usado como 
FSC al no ser tóxico y no dejar residuos (76-77). 
En cuanto a sus propiedades como disolvente, también son buenas, ya 
que posee una baja reactividad, alta densidad y baja tensión superficial lo que 
reduce las limitaciones difusionales de los sustratos. No obstante, presenta 
algunos inconvenientes como su baja constante dieléctrica, lo que limita la 
solubilidad de sustratos polares. La adicción de un co-solvente polar como 
acetona, agua o etanol aumentaría la polaridad por formación de puentes de 
hidrógeno. También debido a que el CO2 es un ácido de Lewis, puede 
reaccionar con bases fuertes lo que complica su uso en estos casos. Además, 
en presencia de metales nobles puede reducirse. Por otra parte, el CO2 denso 
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produce bajos valores de pH si se encuentra en presencia de agua (formación 
de H2CO3). Cuando se trabaja con enzimas puede producir la desnaturalización 
de las mismas.  
Dióxido de carbono supercrítico en biocatálisis 
Desde el año 1985, se sabe que muchas enzimas son activas y estables 
en FSCs. La mayoría se corresponden a CO2 supercrítico (CO2sc) debido a las 
propiedades ya reseñadas (78). 
La actividad en CO2sc ha sido ensayada en enzimas como lipasas (79) 
polifenol oxidasa (80), fosfatasa alcalina (81) y colesterol oxidasa (82). 
En el caso de las lipasas, se ha estudiado la esterificación de ácido 
oleico con etanol en CO2sc catalizada por Lipozima IM60 inmovilizada en 
duolita (82), encontrándose una fuerte inhibición debido al etanol. Otras 
reacciones catalizadas por lipasas utilizando ácido mirístico y etanol obtuvieron 
una mayor conversión cuando el medio fue CO2sc en relación al acetonitrilo 
(77). También en este caso, se observó inhibición por etanol. La acilación 
enantio selectiva de 1-feniletanol con acetato de vinilo como dador de acilo 
catalizada por lipasa de Pseudomonas cepacea produjo altas velocidades de 
reacción, mostrándose la enzima muy selectiva hacia uno de los isómeros (84). 
La presencia de agua en este tipo de sistemas produce los mismos efectos que 
en los disolventes orgánicos convencionales, pero es necesaria una mayor 
cantidad de agua para notar el efecto a nivel cuantitativo. El CO2sc desplaza el 
coeficiente de partición del agua retirando el agua de la enzima debido a su 
gran hidrofilicidad. 
El contacto directo de las enzimas con el FSC, no ejerce ningún efecto 
negativo, aunque si se produce pérdida de actividad en las etapas de 
descompresión. Este efecto es más acusado cuando hay gran cantidad de 
agua de hidratación alrededor de la enzima. El CO2sc, puede tener efectos 
adversos sobre la enzima por disminución del pH del micro entorno de la 
enzima, por modificación covalente de los grupos amino de la superficie de la 
enzima, por formación de carbamatos o por desactivación debido a los ciclos 
de presurización despresurización (84). Otro aspecto interesante, es el conocer 
186	   J.	  M.	  Sánchez	  Montero	  
 
cómo afectan las variaciones en las condiciones de reacción sobre la 
estabilidad de la enzima. Por regla general, un aumento en la presión 
estabiliza, mientras que un aumento de la temperatura produce 
desestabilización por desnaturalización térmica. El efecto que produce el 
aumento sucesivo de presión,  se debe a la modificación de la solubilidad del 
agua en el medio (85). También se observa una mejoría de la estabilidad al 
aumentar la densidad del medio supercrítico. Desde el punto de vista de su 
aplicabilidad, el CO2sc debido a su alta volatilidad y baja polaridad es muy 
interesante para su combinación con un disolvente no volátil y bastante polar 
como son los líquidos iónicos. Las diferentes miscibilidades de CO2sc y de los 
líquidos iónicos conducen a sistemas de dos fases que encuentran aplicación 
en varias áreas. El éxito de estos sistemas bifásicos, está basado en la alta 
solubilidad del CO2sc en el líquido iónico, que está controlada por la presión y 
la insolubilidad del líquido iónico en CO2sc, a diferencia de los disolventes 
orgánicos moleculares (86). La utilización de líquidos iónicos para el desarrollo 
de métodos de separación es un campo inexplorado ya que se han utilizado 
fundamentalmente como disolventes y medios de reacción. Para líquidos 
iónicos miscibles con agua o cuando esta sea inadecuada para el tipo de 
reacción deseada, la opción de implicar extracción con CO2sc, puede ser la 
más idónea. El principal interés por estos sistemas reside en la combinación de 
las buenas propiedades de los líquidos iónicos como disolventes y las buenas 
cualidades del CO2sc como agente de extracción. Esta combinación permite 
realizar cualquier reacción en un líquido iónico y recuperar los productos 
disueltos en el CO2 de una manera sencilla, rápida y limpia. 
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